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Høsten	 2015	 tok	 jeg	 kontakt	 med	 Christine	 Hanssen	 Rinaldo	 da	 hun	 hadde	 lagt	 ut	
problemstillinger	 som	 kunne	 være	 aktuell	 for	 5.	 årsoppgaver	 via	 Universitetets	
nettportal.	Problemstillingen	vedrørende	HEV	fanget	min	interesse	med	en	gang,	da	den	
innebar	mye	praktisk	 laboratoriearbeid	som	jeg	syntes	hørtes	veldig	spennende	ut.	Da	
prosjektbeskrivelsen	 ble	 skrevet	 skulle	 formålet	 med	 oppgaven	 være	 å	 estimere	
seroprevalens	 av	 HEV	 i	 normalbefolkningen	 i	 Tromsø	 ved	 å	 analysere	 2200	




En	 stor	 takk	 rettes	 til	 min	 veileder	 og	 biveileder.	 Til	 biveileder	 Stian	 Henriksen	 for	
opplæring	med	utstyr	og	instrumenter,	godt	selskap	på	laboratoriet	og	for	at	han	alltid	
var	tilgjengelig	på	telefon	(og	rask	på	føttene)	når	undertegnede	hadde	problemer	med	


































































et	 enkelttrådet	 RNA	 genom	 med	 positiv	 polaritet,	 som	 er	 klassifisert	 i	 familien	
Hepeviridae.	 Det	 er	 estimert	 at	 20	 millioner	 smittes	 av	 viruset	 årlig,	 og	 at	
seroprevalensen	av	HEV	i	Norge	er	14	%.	Selv	om	tallene	kan	tyde	på	at	infeksjoner	med	
HEV	er	 relativt	vanlig	også	 i	Nord-Norge,	manglet	Universitetssykehuset	 i	Nord-Norge	
metoder	for	påvising	av	HEV-infeksjon.		
Formål:	 Finne,	 validere	 og	 optimalisere	 en	 metode	 for	 HEV	 RNA	 deteksjon	 og	
kvantisering	i	blod	som	kan	tas	i	bruk	ved	Avdeling	for	mikrobiologi	og	smittevern	ved	
Universitetssykehuset	Nord-Norge.	
Metode:	 Oppgaven	 sammenligner	 resultater	 fra	 en	 kommersiell	 HEV	 RT-PCR	 test,	
RealStar	HEV	RT-PCR,	med	resultater	fra	en	tidligere	publisert	og	mye	benyttet	in-house	




vet	 om	 det	 er	 mer	 korrekt.	 Metodene	 har	 imidlertid	 lik	 sensitivitet.	 Begge	 metoder	
hadde	 100	%	 rett	 på	 QCMD	 panelet	 og	 detekterte	 alle	 genotypene	 i	 genotypepanelet.	
Den	 mest	 effektive	 RNA	 	 ekstraksjon	 får	 en	 ved	 manuell	 ekstraksjon	 ved	 bruk	 av	
QIAamp	 med	 carrier	 RNA,	 men	 her	 er	 input	 volum	 begrenset	 til	 140	 µl.	 	 Også	 for	
EasyMag	 ekstraksjon	 gir	 140	 µl	 den	 mest	 effektive	 ekstraksjon	 men	 et	 høyere	 input	
volum	 gir	 høyere	 RNA	 konsentrasjon.	 Revers	 transkripsjon	 på	 30	minutter	 gir	 bedre	
resultat	enn	5	og	15	min	reaksjonstid,	men	som	et	kompromiss	mellom	økt	sensitivitet	
og	 tidsbruk	vil	 vi	 benytte	15	min.	 2-stegs	 amplifikasjon	gir	bedre	 resultat	 enn	3-stegs	
amplifikasjon.	Mastermixen	bør	sammensettes	av	400	nM	eller	900	nM	forward	primer	












Leverbetennelse	 (hepatitt)	 er	 en	 av	 de	 mest	 vanlige	 av	 de	 alvorlige	
infeksjonssykdommene	og	skyldes	oftest	infeksjon	med	hepatitt	A-virus	(HAV),	hepatitt	
B-virus	(HBV),	hepatitt	C-virus	(HCV),	cytomegalovirus	(CMV),	Epstein-Barr	virus	(EBV)	
eller	 hepatitt	 E-virus	 (HEV)	 (1).	 HEV	 ble	 først	 oppdaget	 i	 1983,	 da	 en	 frivillig	 lot	 seg	
infisere	av	en	avføringsprøve	fra	en	person	rammet	av	hepatitt	som	ikke	var	smittet	av	
HAV	eller	HBV	(2).	Viruset	ble	beskrevet	som	”waterborne	or	enterically	transmitted	non-
A,	non-B	hepatitis”	 frem	 til	 1991,	 da	 genomet	 til	 viruset	 ble	 sekvensert	 og	 fikk	navnet	
HEV	 (2-4).	 Til	 tross	 for	 dette	 finnes	 det	 flere	 holdepunkter	 for	 at	 sykdommen	 har	
eksistert	lenge	før.	Et	av	de	første	beskrevne	utbrudd	var	muligens	i	Tyskland	i	1794,	da	
mange	 utviklet	 hepatitt,	men	 særlig	 gravide	 døde	 (5).	 Det	 er	 estimert	 at	 20	millioner	
smittes	av	viruset	årlig,	3	millioner	får	en	symptomatisk	HEV-infeksjon	og	56	600	dør	–	
de	 fleste	 av	disse	 i	Afrika	 og	Asia	 (6).	 En	 studie	 fra	 Skottland	 tyder	på	 at	HEV	 er	 den	
vanligste	årsaken	til	akutt	hepatitt	i	vår	del	av	verden,	da	HEV	var	årsak	til	akutt	hepatitt	
31	ganger	oftere	enn	HAV	og	7	ganger	oftere	enn	HBV	(1).	
HEV	er	 et	 lite	 (28-35	nm),	nakent,	 icosahedralt	 virus	med	et	 enkelttrådet	RNA	genom	
med	positiv	polaritet,	som	er	klassifisert	i	familien	Hepeviridae	(7).	Foreløpig	finnes	det	
syv	 kjente	 genotyper	 som	 alle	 er	 av	 samme	 serotype.	 Genotype	 1	 og	 2	 smitter	 kun	
mennesker,	da	via	 forurenset	vann	og	er	årsak	til	humane	epidemier	som	kan	omfatte	
mer	 enn	30	000	personer.	Genotype	3	 og	4	 kan	 isoleres	 både	 fra	mennesker	 og	dyr	 i	




mens	 de	 andre	 genotypene	 i	 hovedsak	 smitter	 ved	 inntak	 av	 kjøtt	 som	 ikke	 er	
tilstrekkelig	 varmebehandlet,	 via	 direkte	 kontakt	 med	 smittede	 dyr,	 ved	
organtransplantasjon	 og	 blodoverføringer.	 Flere	 studier	 er	 utført	 på	 vertikal	 smitte.	
Khuroo	et	al	gjorde	en	studie	på	vertikal	transmissjon,	hvor	8	barn	født	av	mødre	med	
HEV-infeksjon	ble	 fulgt	 (12).	 Seks	av	ungene	viste	 tegn	på	HEV-infeksjon,	hvorav	HEV	









som	 ved	 HAV-	 eller	 HBV-infeksjon;	 feber,	 kvalme,	 oppkast,	 gulsott,	 ledd-	 og	
magesmerter	 (13).	HEV-infeksjon	 kan	 også	 gi	 kronisk	 leverinfeksjon	med	utvikling	 av	
skrumplever,	nevrologiske	symptomer	og	andre	ekstrahepatiske	manifestasjoner,	men	
dette	er	mest	vanlig	hos	immunsupprimerte	pasienter	(14).	
En	HEV-infeksjon	diagnostiseres	 ved	påvisning	 av	HEV	RNA	 i	 blod	 eller	 avføring	 eller	
ved	påvisning	av	HEV	antistoffer.	HEV	RNA	vil	være	tilstede	i	serum,	avføring	og	urin	i	
den	akutte	fasen.	Det	vil	også	anti-HEV	IgM	antistoff	som	kan	vare	i	4-5	måneder	(Figur	
1),	 og	 anti-HEV	 IgG	 antistoffer	 kan	 være	 tilstede	 i	 mer	 enn	 10	 år	 og	 representerer	
tidligere	eksponering	(15).	Ved	diagnostikk	av	akutt	HEV-infeksjon	er	deteksjon	av	HEV	
RNA	 spesielt	 viktig	 i	 tidlig	 fase	 av	 sykdommen	 før	 HEV	 antistoffer	 er	 dannet	 og	 hos	





detectable in the urine of patients after infection [ 27 ]. The detection of HEV RNA 
and antigen is associated with abnormal liver function indices, including bilirubin, 
aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase, 
and γ-glutamyltransferase, which usually return to normal levels within 3 weeks 
[ 61 ]. Specifi c immunoglobulin M (IgM) and/or immunoglobulin A (IgA) antibodies 
are detectable in the serum within 2–4 weeks of infection. These IgM and IgA levels 
decrease relatively rapidly, within one to several months, or can persist for up to 5 
months [ 21 ,  72 ]. Immunoglobulin G (IgG) antibodies appear shortly after the IgM 
antibodies and commonly persist for 14–20 months and even a long time up to 14 
years [ 9 ,  19 ,  45 ] (Fig.  11.1 ). IgA antibodies can also be detected in the serum during 
the acute phase of HEV infection and have been proposed as a diagnostic indicator 
of acute infection ([ 11 ,  35 ,  72 ,  74 ]). However, the role of IgA in acute HEV infec-
tions requires further study.
 Chronic hepatitis E has been reported in several studies in recent years. These 
cases are commonly seen in severely immunocompromised individuals, including 
organ transplant recipients, patients undergoing chemotherapy, and those with 
acquired immunodefi ciency syndrome and concomitant HEV infection [ 29 ,  42 ,  65 ]. 
In patients with chronic hepatitis E, the serum, feces, and urine remain positive for 
HEV RNA for over 6 months, and their transaminase levels remain elevated. 
However, some of these patients were negative for HEV antibodies and may develop 
liver cirrhosis [ 27 ,  32 ,  33 ,  42 ]. 
 Fig. 11.1  Dynamic changes in HEV markers after HEV infection 
 






av	HEV	 i	Norge	er	14	%	etter	en	studie	utført	på	1400	blodgivere.	 I	 samme	studie	ble	
dessuten	antistoffer	 funnet	hos	73	%	av	663	undersøkte	 svin	 (17).	 Studier	 fra	 ellers	 i	
Europa	viser	at	seroprevalensen	 i	Sveits	er	på	4,9	%	(18)	og	 i	Tyskland	14,5	%	(19).	 I	
Danmark	 var	 seroprevalensen	 på	 12,7	 %	 i	 2011,	 mens	 en	 studie	 fra	 1983	 viste	 en	
forekomst	 på	 50,3	 %	 blant	 bønder	 (20).	 Noen	 områder	 i	 Europa	 har	 høyere	
seroprevalens,	som	Abruzzo	i	sentrale	Italia	med	49	%	og	vest/sentrale	Polen	med	50	%	
(16).	Noen	studier	viser	også	en	nedgang	i	seroprevalens	 i	 løpet	av	årene.	 I	Nederland	
har	seroprevalensen	blant	blodgivere	gått	ned	fra		46,6	%	i	1988,	til	27,3	%	i	2000	og	til	
20,9	%	i	2011	(21).	I	2013	var	en	av	600	blodgivere	i	Nederland	viremisk	for	HEV	(16).	




Revers	 transkriptase	 polymerase	 chain	
reaction	 (RT-PCR)	 er	 en	 metode	 for	 å	
detektere	 RNA.	 Metoden	 benytter	 først	
enzymet	 revers	 transkriptase	 (RT)	 for	 å	
omdanne	 RNA	 til	 komplementært	 DNA	
(cDNA).	 	 Ved	 å	 heve	 temperaturen	 til	
mellom	93	og	98˚C,	denaturerer	cDNA	slik	
at	 det	 splittes	 i	 to	 enkelttråder.	
Temperatur	 senkes	 og	 primere	 kan	 nå	
binde	 til	 spesifikk	 mål	 sekvens.	
Dobbeltrådet	 PCR	 produkt	 dannes	 ved	 at	
DNA	 syntetiseres	 fra	 primer.	
Amplifikasjonen	 er	 eksponentiell.	 Ved	
kvantitativ	RT-PCR	benyttes	også	en	probe	
som	binder	til	målsekvens.	Ved	dannelse	av	











templatet	 vil	 krysse	 det	 satte	 thresholdet.	 Punktet	 hvor	 kurven	 fra	 templatet	 krysser	
thresholdet	kalles	 threshold	cycle	 (Ct),	og	 representerer	 tiden	–	antall	 sykler	–	det	 tar	
før	 nivået	 av	 PCR	 produkt	 er	 mulig	 å	 detektere	 (Figur	 2).	 Jo	 lavere	 Ct-tid,	 jo	 større	
mengde	 PCR	 produkt	 og	 dermed	 også	 mer	 RNA	 i	 templatet.	 Ved	 å	 ta	 med	 en	



























































dNTPs	 inkludert	 dATP,	 dGTP,	 dCTP,	 og	 dTTP,	 RNaseOUT™	 Recombiant	 Ribonuclease	
hemmer,	 ROX™	 dye	 (passive	 reference)	 og	 buffer	 komponenter	 optimalisert	 for	
maksimal	sensitivitet	og	toleranse	for	mange	vanlige	RT-PCR	hemmere.		
	
For	 å	 lage	 mastermiks	 ble	 900	 nM	 forward	 primer	 (JVHEVF;	 5’-
GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3’),	 900	 nM	 revers	 primer	 (JVHEVR;	 5’-













































Mini	 column	 ble	 åpnet,	 og	 500	 µl	 av	 Buffer	 AW1	 ble	 tilsatt.	 Prøven	 ble	
sentrifugert	på	8000	rpm	i	1	minutt.	Buffer	AVE	ble	tilsatt,	prøven	ble	inkubert	i	






fra	 plasma,	 avføring	 eller	 spinalvæske.	 Testen	 skal	 i	 første	 omgang	 utføres	 på	 RNA	
ekstrahert	fra	plasma.	Testen	er	basert	på	real-time	RT-PCR	teknologi.	Proben	er	merket	
med	 fluroforen	 FAM.	 Metoden	 inkluderer	 en	 internkontroll	 for	 å	 identifisere	 mulig	
hemming	ved	RT-PCR	og	for	å	sjekke	at	komponenter	i	kittet	fungerer.	Proben	for	intern	
kontroll	(IC)	er	merket	med	fluroforen	JOE.	Dette	muliggjør	parallell	deteksjon	av	HEV	










reaksjonsvolum	 på	 50	 µl,	 ble	 reaksjonsvolum	 skalert	 ned	 50	 %	 for	 å	 kunne	 benytte	
metoden	med	PCR	maskinen	Applied	biosystems	fast	7500.	Metoden	ble	derfor	kjørt	i	en	
modifisert	 form.	 For	 å	 kunne	 kvantitere	 RNA	 ble	 HEV	 RNA	 standardrekke	 fra	 Altona	












Steg	 Stadium	 Antall	sykler	 Temperatur	 Tid	
Transkripsjon	 1	 1	 50°C	 5	minutt	
RT	 inaktivering/initiell	
denaturering	
2	 1	 95°C	 20	sekund	






(25).	 Garson	 et	 al	 modifiserte	 metoden	 i	 2012,	 ved	 å	 gjøre	 en	 endring	 på	
sammensetningen	 av	 proben	 (26).	 Prinsippet	 er	 det	 samme	 som	 beskrevet	 for	
kommersiell	 HEV	 RT-PCR	 bortsett	 fra	 at	 internkontroll	 mangler	 og	 at	 vi	 benyttet	 et	
reaksjonsvolum	på	30	µl.	Mastermiks	ble	 laget	 som	beskrevet	 i	Tabell	 3	 og	15	µl	 ble	



















på	 0.31	 IU/µl	 (Vedlegg	 1).	 Den	 analytiske	 sensitiviteten	 eller	 deteksjonsgrense	
defineres	som	den	konsentrasjon	av	HEV	spesifikt	RNA	som	gir	en	positiv	rate	på	95%.	
For	å	teste	analytisk	sensitivitet	til		modifisert	Realstar	HEV	RT-PCR	i	vår	lab	benyttet	vi	
























































Verdiene	 på	 X-aksen	 er	 teoretisk	 og	 basert	 på	 0	 %	 tap	 ved	 ekstraksjon	 (Figur	 4).	
Resultatene	viser	at	metoden	detekterer	fra	250	000	IU/ml	til	250	IU/ml,	men	ikke	25	
IU/ml.	 Det	 er	 omtrent	 en	 log	 differanse	 mellom	 de	 tre	 høyeste	 konsentrasjonene	 av	
seriefortynnet	 HEV	 RNA	 standard,	 noe	 som	 viser	 at	 metoden	 gir	 et	 tilsynelatende	
lineært	resultat	for	høye	HEV	RNA	konsentrasjoner.		
	
Vi	 konkluderer	med	 at	metoden	 fortsatt	 gir	 et	 lineært	 resultat	 og	 har	 god	 sensitivitet	
selv	når	den	brukes	med	halverte	volum.	Hvis	vi	 forutsetter	at	vi	 ikke	har	mistet	RNA	





bestemmer	 vi	 oss	 for	 å	 teste	 en	 in-house	metode	 fra	 Jothikumar	 et	 al	 2006	 som	 var	
modifisert	av	Garson	et	al	i	2012	(25,	26).	Dette	er	en	mye	brukt	metode	som	vil	være	en	
mye	 rimeligere	 løsning	 enn	 et	 kommersielt	 kit.	 Metoden	 mangler	 imidlertid	
internkontroll.	 Som	 for	 testing	med	kommersiell	HEV	RT-PCR	benyttet	 vi	 en	 selvlaget	



















































Ved	 HEV	 RT-PCR	 er	 revers	 transkripsjon	 det	 første	 trinnet	 i	 amplifiseringen.	 For	
kommersiell	HEV	RT-PCR	er	dette	trinnet	10	minutter	ved	50°C.	Både	Jothikumar	et	al	
og	 Garson	 et	 al	 brukte	 30	 minutter	 ved	 50°C	 for	 revers	 transkripsjon	 (25,	 26).	
Leverandør	av	mastermiks	anbefaler	et	program	med	revers	transkripsjon	i	5	minutter	
ved	50°C.	For	å	undersøke	om	det	å	øke	tiden	ville	øke	sensitiviteten	til	metoden	ble	5,	
15	 og	 30	minutter	 revers	 transkripsjonstid	 testet.	 Som	 templat	 ble	 det	 benyttet	WHO	











6A).	 Fra	5	 til	 15	min	 går	Ct-verdien	ned	1,2	 og	1,3	 avhengig	 av	RNA	mengde.	 For	 lav	
konsentrasjon	er	15	og	30	minutt	relativt	 likt;	0.4	Ct	 i	 forskjell.	For	høy	konsentrasjon	
går	 Ct-verdien	 ned	 0,9	 fra	 15	 til	 30	 minutt.	 Effekten	 er	 mer	 tydelig	 hvis	 vi	 ser	 på	
økningen	vi	får	i	Geq	(Figur	6B).		
	
Vi	 konkluderer	 at	 lengre	 tid	 ved	 revers	 transkripsjon	 øker	 sensitiviteten	 ved	 høye	
konsentrasjoner,	 men	 vi	 har	 kun	 testet	 til	 og	 med	 30	 minutter.	 For	 lav	 RNA	
konsentrasjon	er	det	lite	forskjell	men	15	minutter	gir	best	resultat.	Som	et	kompromiss	
















































Figur	 6:	 Resultat	 fra	 revers	
transkripsjonstest.	 To	 ulike	
fremstillinger	 av	 resultatet	 fra	
testen.	Hver	betingelse	 ble	 kjørt	 i	
tre	brønner.	For	å	kunne	kjøre	alle	
reaksjonene	på	samme	kjøring	i	et	
real-time	 PCR	 instrument,	 ble	
revers	 transkripsjons-trinnet	
utført	i	en	standard	PCR	maskin.	
(A)	 Ct-tid:	 På	 y-aksen	 vises	 Ct-
tiden.	 Verdien	 viser	 hvor	 mange	
sykler	 det	 tok	 i	 gjennomsnitt	 før	
threshold	nivå	ble	nådd.		
(B)	 Økning	 i	 Geq:	 På	 y-aksen	
vises	 økningen	 i	 antall	
genomekvivalenter.	 Verdien	 viser	
den	 gjennomsnittlige	 økningen	 i	








PCR	 sykling	 kan	 gjøres	 som	 en	 2-stegs	 eller	 en	 3-stegs	 amplifikasjon.	 I	 Garson	 et	 al	
brukes	 en	 2-stegs	 amplifikasjon,	 det	 vil	 si	 at	 temperaturen	 er	 lik	 for	 primer/probe	
annealing	 og	 elongering	 av	 PCR	 produkt	 (60°C),	 men	 øker	 for	 denaturering	 (95°C).	 I	
Jothikumar	et	al	brukes	en	3-stegs	amplifikasjon	med	litt	lavere	temperatur	til	annealing	






























































I	 Garson	 et	 al	 2012	 benyttes	 400	 nM	 av	 forward	 og	 revers	 primer.	 Leverandøren	 av	
mastermiks	 som	 benyttes	 foreslår	 å	 undersøke	 to	 konsentrasjoner	 av	 primere.	 Etter	
deres	anbefaling	sammenlignes	RT-qPCR	med	kombinasjoner	av	400	nM	og	900	nM	av	
forward	(F)	og	revers	(R)	primere.	 	Primere	ble	testet	som	F400-R400	nM,	F900-R400	
nM,	 F900-R900	nM	og	 F400-R900	nM,	med	 bruk	 av	 250	 nM	probe	 som	 tidligere.	 For	
hvert	par	tas	det	med	2	negative	kontroller	som	kvalitetskontroll.	Som	templat	brukes	








primerkonsentrasjonene	med	unntak	 av	F900-R400,	 der	det	 er	 et	 stort	 standardavvik	
(Figur	 8A).	 Kombinasjonen	 F900-R900	 ga	 best	 resultat,	 tett	 fulgt	 av	 F400-R900	 og	
deretter	F400-R400.	Forsøket	ble	gjentatt,	men	denne	gang	med	RNA	fra	WHO	standard	
som	var	 100x	 fortynnet,	 altså	med	 en	 estimert	 konsentrasjon	på	 2500	 IU/ml.	Det	 var	












































Vi	 konkluderer	med	 at	mastermiksen	 bør	 sammensettes	 av	 forward	 primer	med	 400	




I	 Garson	 et	 al	 2012	 benyttes	 200	 nM	 probe.	 Leverandør	 av	 mastermiks	 foreslår	 å	


























Figur	 9:	 Optimalisering	 av	
probekonsentrasjon.	 Betingelsene	
ble	 kjørt	 i	 4	 brønner	 hver.	 Resultatet	




























Resultatene	 viser	 at	 10	 gangers	 reduksjon	 av	 Geq/µl	 gir	 en	 omtrentlig	 10	 gangers	
reduksjon	 i	 IU/Geq	 (Figur	 10A).	 Gjennomsnittlig	 var	 det	 104	 IU/Geq.	 Forsøket	 ble	
gjentatt,	og	trenden	er	lik	som	i	første	forsøk	der	10	ganges	reduksjon	av	Geq/µl	gir	en	
omtrentlig	10	gangers	 reduksjon	 i	 IU/Geq	(Figur	 10B).	Gjennomsnittlig	var	det	nå	52	
IU/Geq.		
	








Dette	 røret	 brukes	 som	 utgangspunkt	 for	 å	 lage	 2-folds	 fortynningsrekker.	 200	 µl	
fortynnet	standard	blandes	med	200	µl	nukleasefritt	vann,	tas	så	ut	200	µl	som	blandes	
med	200	µl	nukleasefritt	vann	etc.	En	ender	opp	med	rør	med	1000,	500,	250,	125,	62.5	




































1,0	 5	 5	 100	
0,5	 5	 5	 100	
0,25	 5	 3	 60	
0,125	 5	 1	 20	
0,0625	 5	 4	 80	







1,0	 9	 9	 100	
0,5	 10	 7	 70	
0,25	 10	 5	 50	
0,125	 10	 4	 40	
0,0625	 10	 4	 40	
0,03125	 10	 0	 0	
0,0156	 10	 0	 0	












1,0	 14	 14	 100	 100	
0,5	 15	 12	 80	 	
0,25	 15	 10	 67	 	
0,125	 15	 5	 33	 	
0,0625	 15	 8	 53	 	
0,03125	 15	 2	 13	 5,8	(0,0316	IU/	µl)	
0,0156	 15	 0	 0	 0	
0,0078	 15	 0	 0	 0	






Resultatene	 viser	 at	 den	 optimaliserte	 in-house	 PCR-en	 kan	 detektere	 ned	 til	 og	med	
0,03125	IU/µl,	dog	er	hit	raten	bare	13	%	ved	denne	konsentrasjonen.	Vi	konkluderer	





ekstraksjon,	 benytter	 andre	 manuelle	 metoder.	 Vi	 ønsket	 å	 sammenligne	 ekstraksjon	









den	 mest	 effektive	 konsentrasjonen,	 men	 et	 høyere	 input	 volum	 gir	 høyere	 RNA	










Vi	 konkluderer	med	 at	 ekstraksjon	med	QIAamp	med	 spiking	 fungerer	 litt	 bedre	 enn	
EasyMag	 når	 volumet	 er	 140	 µl.	 QIAamp	 er	 imidlertid	mye	mer	 arbeidskrevende	 enn	
EasyMag	 ekstraksjon,	 og	 EasyMag	 vil	 bli	 brukt	 videre.	 	 Bruk	 av	 	 carrier	 RNA	 er	 kun	









































































































Plasma	 Negative	 CORE	 -	 -	
HEVRNA15-05	 HEV	Type	
gg3f	
Plasma	 Detected	 EDUCATIONAL	 +	 +	
HEVRNA15-06	 HEV	Type	
gg3c	






















































8567/13	 1a	 India	 Plasma	 n.d.	 ≈	2.5	-	3.0	 +	 +	
8568/13s	 1a	 India	 Stool	 n.a.	 ≈	4.0	 +	 +	
8569/13	 1e	 Sudan	 Plasma	 +/-	 ≈	3.0	-	3.5	 +	 +	
8570/13*	 3b	 Japan	 Plasma	 -/-	 ≈	4.0	 +	 +	
8571/13*	 3c	 Sweden	 Plasma	 -/-	 ≈	3.0	-	3.5	 +	 +	
8572/13*	 3e	 Germany	 Plasma	 -/-	 ≈	3.5	 +	 +	
8573/13*	 3f	 Sweden	 Plasma	 -/-	 ≈	3.5	 +	 +	
8574/13s	 3	(rabbit)	 France	 Stool	 n.a.	 ≈	4.5	-	5.0	 +	 +	
8575/13*	 4c	 Japan	 Plasma	 -/-	 ≈	4.0	 +	 +	
8576/13*	 4g	 Japan	 Plasma	 -/-	 ≈	3.5	 +	 +	
8577/13	 2	 Mexico	 Stool	 n.a.	 ≈	5.0	-	5.5	 +	 +	
8577/13s	 2	 Mexico	 Stool	 n.a.	 ≈	3.5	-	4.0	 +	 +	
Candidate	
BRP*	





































IU/ml	 detektert	 fra	 QCMD-



































































at	 in-house	 RT-PCR	 metoden	 har	 en	 sensitivitet	 på	 0.03125	 IU/µl	 som	 er	 tilnærmet	
sensitivitet	oppgitt	 for	RealStar	HEV	RT-PCR.	Vi	 finner	at	det	er	mellom	52	 	og	104	IU	




viser	 at	 denne	 metoden	 har	 den	 beste	 sensitiviteten	 av	 de	 kommersielle	 kittene	 på	
markedet.	Vollmer	et	al	har	i	en	studie	fra	2014	sammenliknet	sensitiviteten	til	RealStar	
HEV	 RT-PCR,	 hepatitisE@ceeramTools	 og	 ampliCube	 HEV	 RT-PCR	 (27).	 Av	 disse	 tre	
hadde	RealStar	HEV	RT-PCR	den	høyeste	 sensitiviteten.	Abravanel	 et	 al	 sammenliknet	
RealStar	 og	 Ceeram	 i	 2013,	 også	 der	 hadde	 RealStar	 HEV	 RT-PCR	 høyere	 sensitivitet	
(28).		
	














HEV	 RT-PCR	 hadde	 bedre	 sensitivitet	 enn	 to	 in-house	 PCR	 hvorav	 en	 var	 basert	 på	
Jothikumar	et	al	(30).	Også	Cattoir	et	al	fant	at	metoden	basert	på	Jothikumar	et	al	var	
den	 mest	 sensitive	 av	 in-house	 PCR	 som	 ble	 testet.	 Mokhtari	 et	 al	 sammenliknet	 in-















RNA	 kan	 ha	 signifikante	 sekundærstrukturer	 som	 påvirker	 muligheten	 for	 revers	
transkriptase		til	å	generere	cDNA.	Det		virker	naturlig	at	det	å	benytte	mer	tid	på	dette	
resultatet	 vil	 generere	 mer	 cDNA.	 Imidlertid	 er	 tid	 også	 en	 viktig	 faktor	 i	 en	 travel	
diagnostisk	hverdag	og	vi	valgte	derfor	å	kun	øke	tiden	fra	5	til	15	minutter	for	revers	




de	 ulike	 testede	 primerkonsentrasjonene	 bare	 gir	 små	 endringer	 i	 resultater.	
Resultatene	 viser	 at	 400	 nM	 av	 forward	 primer	 og	 900	 nM	 av	 revers	 primer	 gir	 best	
resultat	tett	fulgt	av	900	nM	av	forward	primer	og	900	nM	av	revers	primer.	Vi	bestemte	
oss	 for	 å	 benytte	 900	 nM	 av	 begge	 primerne	 da	 dette	 minker	 sannsynlighet	 for	










ved	 å	 benytte	 en	 ferdig	 ekstrahert	RNA	 standard	med	 eksakt	 konsentrasjon,	 kunne	 vi	
detektere	 ned	 til	 og	 med	 0.03125	 IU/µl.	 	 Denne	 sensitiviteten	 kan	 med	 det	
sammenlignes	sensitivitet	oppgitt	i	RealStar	HEV	RT-PCR	kittet.	Da	en	ser	noe	variasjon	









eller	 bedre	 utbytte	 enn	 et	 inn-volum	 på	 200	 µl.	 Dette	 kan	 tyde	 på	 at	 for	 mye	
prøvemateriale	eller	 spiking	gir	metting	av	kuler,	og	dermed	et	dårligere	utbytte.	 Selv	
om	 ekstraksjon	 av	 400	 µl	 ikke	 er	 like	 effektiv,	 gir	 dette	 imidlertid	 den	 høyeste	 RNA	
konsentrasjon.		
	














Garson	et	 al	 fungerer	 godt.	Begge	metoder	hadde	 rett	på	QCMD	panelet	og	detekterte	
alle	genotypene	i	genotypepanelet.	RealStar	HEV	RT-PCR	kvantiterte	noe	høyere	enn	in-
house	 PCR,	 men	 metodene	 har	 en	 god	 sensitivitet	 som	 kan	 sammenliknes.	 Da	 den	
modifiserte	versjonen	av	RealStar	HEV	RT-PCR	ikke	er	validert,	konkluderes	det	med	at	
optimalisert	in-house	PCR	er	den	beste	metoden	å	ta	i	bruk.		
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9	Vedlegg	
Vedlegg	1:	Hit	rate	fra	RealStar	HEV	RT-PCR	med	validert	metode	
	
The	analytical	sensitivity	of	the	RealStar®	HEV	RT-PCR	Kit	1.0	was	determined	by	
Probit	analysis.	
• For	the	detection	of	HEV	specific	RNA,	the	analytical	sensitivity	is	0.31	IU/μl	[95%	
confidence	interval	(CI):	0.20	-	0.74	IU/μl]
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10	Sammendrag	av	kunnskapsevalueringer		
Det	ble	besluttet	å	ikke	ta	med	GRADE,	da	sjekklistene	som	skal	fylles	ut	ikke	er	
appliserbare	til	nøkkelartiklene	brukt	i	denne	oppgaven.	
	
